胞外囊泡（extracellular vesicles，EV）最初被认为是细胞处理废弃物的一种方式。近年来研究发现EV能够选择性"装载"其母体细胞来源的功能性蛋白、脂质、核酸\[包括DNA、mRNA、microRNA（miRNA）及其他非编码RNA\]并投递其内容物至靶细胞，调节靶细胞功能，是细胞间联系的一种重要介质[@b1]--[@b2]。EV不仅参与干细胞维护、组织修复、免疫监视、凝血等生理过程，在肿瘤形成、病原体感染等病理情况下也发挥重要作用[@b3]。目前EV能够自血液、尿液、唾液、腹水、脑脊液等大多数体液中分离，且免疫细胞、神经细胞、肿瘤细胞、干细胞等几乎所有细胞均能分泌EV[@b2]。越来越多研究表明EV在重塑肿瘤微环境、促进肿瘤进展方面发挥重要作用[@b4]--[@b5]。本文我们就EV在恶性血液病中的研究进展进行综述。

一、EV的定义、特征及作用方式

EV主要包括外泌体（exosomes）、微泡（microvesicles，MV）、凋亡小体（apoptotic bodies）三种[@b3]。其中，细胞膜内陷形成早期内体，内体膜内陷形成腔内囊泡，此时含腔内囊泡的内体称为多囊体（multivesicular bodies, MVB）。大部分MVB与溶酶体结合被降解，另一部分与细胞膜融合，释放其腔内囊泡至细胞膜外形成的囊泡称为外泌体；外泌体由母体细胞自发或受外部刺激后释放，直径40\~100 nm，表达CD9、CD63、CD81、Alix、TSG 101、HSP 70等，常通过100 000\~200 000×*g*超速离心分离获得。细胞胞质钙离子超载，引起混杂酶及钙蛋白酶活化，导致细胞膜直接出芽、脱落形成的囊泡称为MV; MV直径100\~1 000 nm，表达Annexin Ⅴ、Flotillin-2、选择素、整合素、CD40金属蛋白酶等，常通过10 000\~60 000×*g*超速离心获取。凋亡小体是细胞程序性死亡过程中由濒死细胞释放的直径1 000\~5 000 nm的囊泡，常包含完整的细胞器、DNA、组蛋白等[@b6]。目前EV领域研究较多的是外泌体及MV；因EV生物学起源未完全阐明，且其纯化、鉴定流程尚无明确共识，许多文献未将两者明确区分而统称为"EV"[@b3]。

EV与靶细胞作用方式主要包括[@b7]：①EV通过表面配体与靶细胞受体特异性结合，激活靶细胞下游信号通路；②EV能够直接转移活化状态的受体至靶细胞上，激活下游信号通路；③EV通过与靶细胞胞膜融合，投递其内容物（蛋白、DNA、mRNA、miRNA等）至靶细胞内，通过调节靶细胞下游信号通路调节靶细胞功能。EV内含物的选择性"装载"及其能与靶细胞特异性结合并调节靶细胞功能的特性提示EV是细胞间信号交流的一种重要途径。

二、EV在恶性血液病中的作用

1．EV在急性白血病中的作用：尽管大多数急性髓系白血病（AML）治疗后能够达到缓解，但仍有约半数患者死于疾病复发。骨髓"龛"保持稳态是骨髓正常造血的重要保障。稳态破坏导致骨髓正常造血功能受到破坏，形成支持白血病发展的骨髓微环境是急性白血病重要的发病机制。Huan等[@b8]研究发现AML细胞能够分泌富含AML发病相关mRNA、miRNA的外泌体，AML来源外泌体能够被骨髓基质细胞摄取并导致基质细胞增殖、迁移、生长因子分泌、血管生成等功能发生变化，研究同时发现AML外泌体能够与Ba/F3祖细胞相互作用并调节其蛋白表达、迁移等生物学功能，并提示AML来源外泌体通过与骨髓"龛"中细胞作用引起骨髓微环境的改变，继而促进AML细胞的生存及扩散，可能是AML重要的发病机制。Huan等[@b9]后续研究发现AML来源外泌体能够下调骨髓基质细胞SCF、CXCL12等保留因子，导致造血干祖细胞（hematopoietic stem and progenitor cell，HSPC）从骨髓动员、释放至外周血；AML来源外泌体通过传递RNA至基质细胞，下调基质细胞SCF、CXCL12、ANGPT1、TGFB1等造血调控相关基因表达；同时直接引起HSPC集落形成能力下降，CXCR4及c-Kit表达降低，c-Myb、CEBP-β、HOXA-9等造血转录因子抑制。提示AML外泌体通过对骨髓正常造血功能的抑制参与AML的进展。

Fei等[@b10]研究发现基质细胞来源外泌体包含大量半乳糖凝集素3（Galectin-3），基质细胞来源外泌体能被急性淋巴细胞白血病（ALL）细胞摄取，并将其内容物投递至靶细胞内，启动内源性的LGALS3 mRNA转录，在ALL耐药过程中起重要作用。

2．EV在慢性髓性白血病（CML）中的作用：CML是一种造血干细胞恶性克隆性增殖引起的骨髓增殖性疾病。虽然伊马替尼等酪氨酸激酶抑制药物的使用使CML患者预后明显改善，但获得性耐药时有发生。近年来肿瘤微环境在肿瘤细胞增殖、生存及耐药性发生方面的作用越来越受关注。Umezu等[@b11]研究发现K562细胞能够分泌富含miR-92a的外泌体，并投递miR-92a至人脐静脉内皮细胞（human umbilical vein endothelial cells, HUVEC），增强其迁移及促血管生成能力。Taverna等[@b12]研究发现LAMA84细胞能够分泌富含miR-126的外泌体；通过投递miR-126至HUVEC，下调其CXCL12及血管细胞黏附分子1（vascular cell adhesion molecule 1，VCAM1）mRNA及蛋白表达，导致LAMA84细胞迁移及黏附能力下降，这在促使肿瘤细胞自骨髓动员至外周循环中发挥重要作用。Raimondo等[@b13]发现LAMA84细胞来源外泌体富含转化生长因子β1 (TGF-β1），外泌体通过TGF-β1/TGF-β1受体复合物，激活CML细胞ERK、Akt、NF-κB、SMAD2/3等信号通路，下调促凋亡基因BAD、BAX、PUMA及上调抗凋亡基因BCL-xl、BCL-w、生存素，最终促进CML细胞的存活及增殖。Cai等[@b14]研究发现K562细胞能够释放包含BCR-ABL融合基因的EV，并投递BCR-ABL融合基因至中性粒细胞。Cai等[@b15]在后续研究中发现K562细胞来源EV内BCR-ABL融合基因具有功能性，能够在靶细胞内合成BCR-ABL mRNA及蛋白，降低中性粒细胞的吞噬功能；将K562细胞来源EV输注给免疫缺陷小鼠能够使其出现CML相关临床症状。提示EV在CML发生、进展过程中发挥重要作用。

3．EV在慢性淋巴细胞白血病（CLL）中的作用：CLL是西方国家发病率很高的一种恶性血液病。异常的肿瘤微环境与肿瘤细胞通过细胞间直接接触或一些可溶性因子交互作用，引起CLL细胞异常迁移、增生、存活及凋亡缺陷是本病重要的发病机制。Yeh等[@b16]研究发现，与健康人B细胞相比，CLL细胞释放外泌体明显增多，且α-IgM刺激BCR信号通路能够增加其外泌体的释放，而BTK抑制剂依鲁替尼能够抑制其释放。此外，与健康人B细胞相比，CLL细胞来源外泌体中miR-150、miR-155含量明显增高；且α-IgM刺激后增高趋势更明显。Paggetti等[@b17]研究发现CLL细胞来源外泌体富含miR-21、miR-155、miR-146a、miR-148a及let-7g；并且富含涉及细胞增殖、迁移、存活、蛋白合成、RNA生成等过程的蛋白物质；CLL来源外泌体能够与间充质干细胞（MSC）及内皮细胞等基质细胞结合，并将其内容物传递至靶细胞，引起靶细胞信号通路的激活及基因表达的改变，使其转换为肿瘤相关纤维母细胞样（cancer-associated fibroblasts，CAF）表型，从而具备更强的增生、迁移及分泌炎性因子能力。这些肿瘤微环境的改变通过促进CLL细胞的黏附、生长、存活及促血管生成等机制促进CLL的进展。

4．EV在淋巴瘤中的作用：Aung等[@b18]研究发现B细胞淋巴瘤细胞能够释放携带CD20的外泌体，与抗CD20单抗结合，从而消耗治疗性单抗，使靶细胞免受抗体攻击，可能参与肿瘤耐药性的发生。Hazan-Halevy等[@b19]研究发现套细胞淋巴瘤（mantle cell lymphoma, MCL）细胞系及原代细胞均能分泌外泌体，MCL来源外泌体能够被正常人及MCL患者B细胞通过脂筏/胆固醇依赖內吞途径快速、特异性摄取。Koch等[@b20]研究发现弥漫大B细胞淋巴瘤（diffuse large B-cell lymphomas，DLBCL）具有一套由促克隆形成侧群（sidepopulation，SP）细胞及非SP细胞组成的动态平衡系统；淋巴瘤中SP细胞来源外泌体富含Wnt3a，能够投递Wnt3a至邻近细胞，通过Wnt信号通路调节两群细胞之间的转换，在淋巴瘤细胞增殖、克隆形成、肿瘤发展过程中起重要作用。Gutzeit等[@b21]研究发现人B细胞感染EB病毒后能够释放包含潜伏膜蛋白1（latent membrane protein 1, LMP1）的外泌体，且Burkitt淋巴瘤细胞系DG75细胞来源外泌体能够与人B细胞结合并被其内化，促进B细胞的增殖及向CD19^+^ CD38^high^ CD20^low^浆母细胞样细胞群的分化并引起IgD^+^ B细胞类别转化重组，提示外泌体在EB病毒感染相关疾病（霍奇金淋巴瘤、Burkitt淋巴瘤等）发病过程中发挥重要作用。

5．EV在多发性骨髓瘤（multiple myeloma, MM）中的作用：MM是克隆性恶性浆细胞在骨髓中增殖、聚集引起的恶性血液病。尽管自体造血干细胞移植及沙利度胺、来那度胺、硼替佐米等化疗药物能够明显改善MM患者的预后，MM仍难以治愈，且很多患者易复发及发生耐药。低氧、血管异常生成、骨髓基质细胞（bone marrow stromal cells，BMSC）等肿瘤微环境在MM发病中起重要作用。Umezu等[@b22]研究发现缺氧耐受（hypoxia resistant, HR) MM细胞能够分泌富含miR-135b的外泌体，投递miR-135b至内皮细胞中，抑制缺氧诱导因子1抑制因子（factor inhibiting hypoxia inducible factor 1，FIH-1）表达，通过HIF-FIH信号通路增强内皮细胞的血管形成能力。MM外泌体与内皮细胞之间的这种作用方式可能是MM异常血管形成的新机制。Roccaro等[@b23]研究发现BMSC来源外泌体能投递内容物至MM细胞，MM患者BMSC来源外泌体中miR-15a（一种抑癌miRNA）含量较正常人BMSC来源外泌体低，导致通过外泌体投递的miR-15a减少，从而不能充分抑制肿瘤生长。此外，MM患者BMSC来源外泌体富含IL-6、CCL2、纤连蛋白等细胞黏附、迁移相关蛋白、细胞因子等物质。BMSC外泌体通过将上述物质选择性凝聚并投递至靶细胞发挥作用。BMSC来源外泌体在肿瘤细胞与肿瘤微环境相互作用过程中所发挥的传递基因等物质的作用，在MM进展中具有重要意义。Wang等[@b24]研究发现BMSC与MM细胞能够相互分泌、摄取包含细胞因子的外泌体；BMSC来源外泌体能够增强MM细胞迁移、增殖能力及细胞活力；通过影响P38、P53、JNK、Akt等信号途径，上调抗凋亡蛋白Bcl-2，抑制caspase-9、caspase-3的活化促进MM细胞生存并参与MM药物耐药的发生。

三、EV在造血干细胞移植（HSCT）中的作用

HSCT目前仍是治愈恶性血液病的主要方法。移植后白血病复发是治疗失败的主要原因，大多数复发源于原发疾病进展，约5%的复发来源于供者细胞，称为供者源白血病（donor cell leukemia，DCL）。Zhu等[@b25]研究发现K562细胞能分泌包含BCR-ABL mRNA及蛋白的MV；K562-MV通过投递BCR-ABL mRNA至正常供者源细胞，使其过度表达激活诱导胞苷脱氨酶及活性氧并上调甲基转移酶，引起DNA断裂、重组及高甲基化，导致基因组的不稳定，最终引起供者细胞发生恶性表型转化，可能是DCL重要的发病机制。

此外，EV可能作为一种生物标志物在HSCT中发挥重要作用。Aoki等[@b26]研究发现造血前体细胞（hematopoietic precursor cells，HPC）能分泌外泌体及微泡（exosomes and microvesicles, EMV）至骨髓中，且EMV能穿透至外周血；通过检测外周血中HPC来源mRNA鉴定骨髓来源EMV，结果发现HSCT后HPC-mRNA增加，EMV中DEFA3、HBB、ITGA2B及ITGB3 mRNA的恢复早于全血细胞计数中白细胞、网织红细胞、血小板的恢复且与骨髓涂片有核细胞计数相关，提示外周血EMV中HPC-mRNA可以作为HSCT后评价骨髓状态的新型标志物。此外，EMV mRNA早期恢复患者完全缓解及造血恢复率高于晚期恢复者，提示EMV mRNA恢复时间能够预示HSCT成功与否。

移植物抗宿主病（GVHD）是HSCT后最常见、最严重的并发症之一。急性GVHD发病率40%\~75%，是影响HSCT总体疗效的重要因素；慢性GVHD是HSCT后晚期非复发性致死的主要原因，严重影响移植后疗效及患者生存质量。目前GVHD发生机制仍未完全阐明，且防治手段有限。Wu等[@b27]研究发现HSCT后发生急性GVHD患者内皮细胞来源MV明显增高，提示其可作为早期预测急性GVHD发生的一种生物学指标。MSC是一类能够自我更新及具备多向分化潜能的成体干细胞，具有低免疫原性及独特的免疫调节能力。多项临床试验表明MSC对HSCT后GVHD的防治有效[@b28]--[@b29]，但MSC存在异常分化、促进肿瘤进展等安全隐患。Kordelas等[@b30]应用MSC来源外泌体治疗1例急性GVHD患者，结果提示治疗后患者外周血单个核细胞受外部刺激后IL-1β、TNF-α、IFN-γ等促炎因子释放明显减少，患者腹泻量明显减少，皮肤、黏膜症状明显缓解且糖皮质激素用量明显下降，提示MSC来源外泌体可能替代MSC而成为治疗GVHD的一种新疗法。

四、结语与展望

综上所述，EV在恶性血液病中的价值主要体现在发病机制的探索、新型特异性生物标志物的开发和新疗法的应用三方面：①EV作为一种新型细胞间联系方式，肿瘤细胞来源EV通过投递其内容物至邻近细胞，调节甚至重塑肿瘤微环境，使肿瘤微环境适合肿瘤细胞的增殖及生存；同时，基质细胞来源EV通过投递内容物至肿瘤细胞而改变肿瘤细胞增殖、迁移等生物学活性；两方面共同作用在肿瘤进展、药物耐药发生过程中起重要作用。②EV选择性"装载"其母体细胞来源蛋白、RNA等物质，其脂质双分子层结构能防止其内容物被血液循环中酶类物质降解，从而较长时间地保持稳定；且EV体积较小，通透体内组织屏障能力较强；使EV有望成为病情监测、疗效评估的新型生物学标志物。③MSC来源EV与MSC比较，具有操作简便、性能稳定、且规避了MSC自身副作用等特点，有望作为干细胞治疗的替代疗法，在GVHD等免疫相关性疾病及再生医学领域具有广阔应用前景[@b31]。此外，基于肿瘤细胞与肿瘤微环境通过分泌EV相互作用这一肿瘤进展的重要机制，开发干预此过程的药物有望为肿瘤靶向治疗提供新方向。然而，EV研究领域仍有很多问题尚待解决：依据囊泡大小、结构、浮力密度等固有属性仍无法完全区分外泌体和MV，干预、调节EV分泌的手段有限，EV的生物学起源、作用机制仍未清晰阐明[@b32]，EV的安全性也有待进一步评估[@b33]。
